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Abstract 

Introduction: Many viruses have been associated with human cancers, and 
approximately 12% of cancers are believed to have a viral cause. One of the newest of 
these viruses is the bovine leukemia virus(BLV), which was first reported in 2007 in 
women with breast cancer. Several studies have been conducted on paraffin-embedded 
breast tissue samples, and a smaller number on blood samples from women, to detect this 
virus. This study aims to describe the frequency of the Tax gene of the BLV virus in blood 
samples and paraffin-embedded human breast tissue using the nested-PCR method. 

Methods: In this study, which was conducted in 2022, the presence of bovine leukemia 
virus based on the Tax gene was investigated in 100 random paraffin-embedded breast 
tissue samples (50 patient samples and 50 healthy samples) and 120 random blood 
samples (60 patient samples and 60 healthy samples) using nested polymerase chain 
reaction. Data analysis was performed using SPSS version 26 software and Fisher’s exact 
test. 

Results: In the present study, the frequency of this virus in paraffin-embedded breast 
tissue samples was 1 case (1%), and in blood samples from female subjects, 18 cases 
(15%). 

Conclusion:  Despite the apparent frequency difference between blood samples and 
paraffin-embedded tissue, it was statistically close to the significant level(P=0.057). And 
since blood sampling is a more non-invasive method and the incidence of breast cancer 
in Iran is very high, these results can be used as an introduction to conducting larger, 
longitudinal studies to design molecular screening systems for at-risk groups. 

Keywords: Bovine leukemia virus, Breast cancer, Nested-PCR, Tax gene, Blood 
sample
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Introduction 
Bovine Leukemia Virus (BLV), an oncogenic 
delta-retrovirus, primarily targets B-
lymphocytes and facilitates malignant 
transformation(1,2). Given its global 
prevalence in dairy cattle and the detection of 
genetically similar strains in human tissues, 
recent epidemiological studies suggest a 
potential zoonotic transmission path via 
contaminated meat and dairy products, linking 
BLV to the etiology of human breast cancer(3). 
While structural genes like Gag (4)are 
commonly studied, delta retroviruses have an 
additional region called Tax (transcriptional 
activation region of gene X), which has 
regulatory activities and predisposes host cells 
to oncogenic transformation. Tax causes 
malignant transformation of the host cell by 
inhibiting DNA repair and disrupting cell 
growth control mechanisms. The gene is highly 
oncogenic due to its direct role in inducing 
cellular instability (2). Fewer studies have been 
conducted on the relationship between bovine 
leukemia virus and human blood samples than 
on tissue. Consequently, this study aims to 
determine the frequency and distribution of the 
BLV Tax gene in paraffin-embedded breast 
tissues and blood samples from both breast 
cancer patients and healthy controls. By 
addressing this clinical gap, the research aims 
to provide foundational data to develop high-
sensitivity screening strategies and early 
diagnostic tools for breast cancer prevention. 

Materials & Methods 
This study analyzed 100 random paraffin-
embedded breast tissue samples and 120 
random extracted blood DNA samples 
(comprising both breast cancer patients and 
healthy controls, aged 18–80) collected from 
Bahonar and Afzalipor medical centers in 
Kerman, Iran. Genomic DNA was isolated 
using a specialized extraction kit, and its 
concentration and purity were verified via 
NanoDrop spectrophotometry and agarose gel 
electrophoresis. To detect the BLV Tax gene, 
the Nested-PCR technique was employed due 
to its high sensitivity and specificity. Primers 
were designed and thermodynamically 
optimized using Gene Runner (v6.5.52) and 
OligoAnalyzer, with the human GAPDH gene 
serving as an internal housekeeping control. To 
ensure experimental reliability and eliminate 
false positives, positive controls (BLV-infected 
bovine DNA) and negative controls (Nuclease-
Free Water and confirmed BLV-negative 
human/bovine samples) were included in each 
run. Statistical analysis was performed using 
SPSS software, utilizing Fisher’s exact test to 
determine the significance of the results (p-
value). This research was conducted in strict 
accordance with ethical guidelines under code 
IR.IAU.KERMAN.REC.1400.015. Sequence 
of primers, materials, and volumes as well as 
temperature and time schedules mentioned  in 
tables 1,2 and 3, respectively. 

 
Table 1: Sequence of primers used 

Number Template name Sequence(5`-3`) Temperature Mer Product 
size 

1 Outer Forward Tax AAGGATCGACACCACGCTCAC 61/78 21 
732bp 

2 Outer Reverse Tax CTAGCAACCAATTCGGACCAGG 62/12 22 

3 Inner Forward Tax CGACGACTCTGGATCAACTGCC 63/98 22 
544bp 

4 Inner Reverse Tax GGCTGGACCATACGTGTAACCG 63/98 22 

5 Forward GAPDH GCTCGGTGCCTTTAGTGATGG 61/78 21 
255bp 

6 Reverse GAPDH CGATCCTGAGACTTCCACACTG 62/12 22 
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Table 2: Materials and volumes used for the outer and inner reactions of the nested polymerase chain 
reaction, as well as the polymerase chain reaction 

Volume in the internal reaction volume in the external reaction and 
polymerase chain reaction 

Volume in the external reaction 
and polymerase chain reaction 

12/5 µl 12/5 µl Mater mix 
1µl 1µl Primer Forward 
1 µl 1 µl Primer Reverse 

10 µl 9 µl DNAse & RNAse-free water 
- 1/5 µl DNA Template 

0/5 µl - External reaction PCR product 
25 µl 25 µl Total Volume 

 
Table 3: temperature and time schedules in nested PCR and human gene PCR 

 

Results 
The quality and quantity of extracted DNA 
were validated via NanoDrop and agarose gel 
electrophoresis, with selected samples 
exhibiting an A260/A280 absorbance ratio.  
 

between 1.8 and 2.0. Following Nested-PCR 
amplification, the presence of the BLV Tax 
gene was identified by the detection of a 544 bp 
band on a 1.5% agarose gel (Figure 1). 

 

 
Figure 1: Tax gene amplification in some samples. Column 1: Negative control, Column 2: GAPDH gene 

(bp255), Column 3: 3kp ladder, Column 4: Positive control (544bp), Columns 5-7: Positive sample 
(544bp), Column 8: Negative control 

 
Overall, the Tax gene was detected in 1% of 
paraffin-embedded breast tissue samples 
(1/100) and 15% of blood samples (18/120). 
While statistical analysis revealed no 
significant difference in Tax gene frequency 
between the breast cancer and control groups (P 
= 0.057)(Table 4), the results demonstrated that 
blood samples had significantly higher 

performance than paraffin-embedded tissues in 
the detection efficacy of BLV in humans. The 
details of the frequency distribution in the 
patient and healthy (control) groups are 
presented in Table 5. This finding serves as a 
crucial methodological recommendation for 
future oncogenic virus surveillance studies. 

 

Table 4: Statistical data between virus-infected and healthy samples 
Sample type Positive Negative Odds Ratio (95% CI) P-value (Fisher’s exact test) 

Paraffin-embedded breast 
tissue (reference) 

1(1%) 99(99%) (Reference)1.00 _ 

Blood 18(15%) 102(85%) (0.0436-0.0075) 0.057 0.057 

Final extension Extension Annealing Subsequent 
denaturation 

Initial 
denaturation 

- Gene 

72°C 5min 
1X 
 
72°C 5min 
1X 

72°C 1min 
35X 
 
72°C 50sec 
30X 

61/7°C 1min 
35X 
 
62°C 1min 
30X 

95°C 1min 
35X 
 
95°C 1min 
30X 

95°C 3 min 
1X 
 
95°C 3min 
1X 

Outer 
 
 
Inner 

Tax 

72°C 7min 
1X 

72°C 1min 
35X 

64°C 1min 
35X 

94°C 1min 
35X 

94°C 8min 
1X 

- GAPDH 
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Table 5: Distribution of healthy and infected bovine leukemia virus samples in paraffin-embedded breast 
tissue samples and blood samples 

Sample type/sample status sample 
Tax+ 

sample 
Tax- 

Total Total of each type of 
sample 

Blood from people with breast cancer 7 53 60 %)15 (18 

Blood of healthy people 11 49 60 
Paraffin-embedded tissue from people with breast cancer 1 49 50 )1 (%1  

Paraffin tissue of healthy individuals 0 50 50 
Total 19 201 220  

 
Discussion 
The association between oncogenic viruses—
such as MMTV, HPV, and recently Bovine 
Leukemia Virus (BLV)—and human breast 
cancer has provided significant insights into the 
viral etiology of the disease. While global 
studies in the US (5), Brazil (6), and China (7) 
have predominantly identified the BLV Tax 
gene in breast tissues, our findings reveal a 
markedly higher detection frequency in blood 
samples (15%) than in paraffin-embedded 
(FFPE) tissues (1%). This discrepancy with 
previous literature may stem from variations in 
DNA extraction quality from FFPE blocks or 
the virus's tendency to remain latent in 
circulating blood cells before migrating to 
mammary tissues. Although the P-value for the 
comparison of the BLV Tax gene frequency in 
the case and control groups (especially in blood 
samples) was reported to be 0.057, indicating a 
statistical trend or trend towards a difference 
between the two groups, this difference was not 
interpreted as statistically significant based on 
the traditional significance threshold (α=0.05). 
We acknowledge that the test's insufficient 
statistical power strongly influences this 
marginal P-value and the failure to achieve full 
significance. This power reduction is a direct 
result of the unbalanced distribution of positive 
cases, especially in tissue samples (only 1 
positive case in 100), which prevents the 
detection of a real difference (if any). 
Therefore, within the framework of (α=0.05), 
the interpretation of non-significance is 
considered a conservative approach. For a more 
accurate assessment and sufficient statistical 
power, future studies with larger sample sizes 
and that focus on blood samples (due to their 
higher frequency) are necessary to assess the 
significance of this tendency properly. 
This conclusion is not based on the statistical 
significance of the frequency difference, but 
rather on the 15-fold superiority in detection 

efficiency in blood samples and its 
methodological and operational advantages for 
future large-scale screening. 
One of the main limitations of this study was 
the restrictions imposed by the research ethics 
committee, which prohibited the researcher 
from accessing patients' personal or clinical 
information, including age, health status, 
disease stage, or tumor characteristics. Since 
the paraffin-embedded tissue samples were 
obtained from the pathology archives of public 
hospitals, it was not possible to contact the 
same patients to collect corresponding blood 
samples . 
Consequently, the design of this study did not 
allow for paired or matched sampling from the 
same individual. However, the main aim of the 
present study was to determine a more suitable 
sample type for detecting the Tax gene of 
bovine leukemia virus (BLV) in future studies. 
Accordingly, simultaneous examination of the 
virus in tissue and blood samples from a patient 
was not necessary within the aims of this study . 
Therefore, while acknowledging that the lack of 
homogeneity across groups in terms of age and 
demographic characteristics was one of the 
main limitations of the present descriptive 
study, it is emphasized that achieving complete 
homogeneity will require more robust 
analytical designs (such as case-control or 
cohort studies) in the future. The current results 
are presented solely to compare the sampling 
method's efficiency and determine the initial 
frequency. 
 
Conclusion 
The findings of this study showed that the Tax 
gene is more frequent in blood and breast tissue 
samples, although the difference was not 
statistically significant. Given the non-invasive 
nature of blood sampling, it is suggested that.  
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This type of sampling is used in larger 
epidemiological studies to detect BLV. Also, 
given the possibility that the virus genome may 
remain latent in the host and its potential role in 
long-term tumorigenesis, longitudinal studies 
are necessary to investigate the definitive 
association between this virus and breast cancer 
risk. These findings may serve as a basis for 
future, larger-scale, longitudinal studies aimed 
at developing molecular screening systems for 
at-risk populations. 
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    پژوهشیمقاله 

  يهادر نمونه يگاو يايلوكم روسيو  Taxژن   يفراوان يبررس

  Nested-PCRخون و بافت پستان انسان با استفاده از روش 
  

  ١، معصومه حاجي رضايي١سينا دباغي
    
  ، دانشگاه آزاد اسلامي كرمان، كرمان، ايران  ميكروبيولوژي  گروه١
 

   چكيده   
ها  سرطان١٢اند و اعتقاد بر اين است كه تقريباً %هاي انساني همراه بودهها با سرطانبسياري از ويروس:  مقدمه

باشد كه براي اولين بار در  ها لوكمياي گاوي ميداراي علت ويروسي هستند. يكي از جديدترين اين ويروس
هاي بافت  حضور آن در زنان مبتلا به سرطان پستان گزارش شد. تحقيقات متعددي در نمونه  ٢٠٠٧سال  

هاي خون افراد مونث به منظور رديابي اين ويروس  پارافينه پستان و همچنين تعداد كمتري تحقيق در نمونه
هاي خون و بافت  در نمونه  BLVويروس    Taxصورت گرفته است. هدف از مطالعه حاضر، توصيف فراواني ژن  

  باشد.مي Nested-PCRپارافينه پستان انسان با استفاده از روش  

اين مطالعه كه در سال   :بررسي  روش لوكمياي گاوي  ١٤٠١در  بررسي وجود ويروس  به   صورت گرفت 

نمونه   ١٢٠نمونه سالم) و   ٥٠نمونه بيمار و ٥٠( نمونه تصادفي بافت پارافينه پستان١٠٠در   Taxبراساس ژن
اي پرداخته  اي پليمراز آشيانهنمونه سالم) با استفاده از واكنش زنجيره  ٦٠نمونه بيمار و  ٦٠(  تصادفي خون 

  و آزمون دقيق فيشر انجام شد.  ٢٦نسخه  spssافزار ها با استفاده از نرمشد. تجزيه و تحليل داده

نمونه  :هايافته  تنها  در تحقيق حاضر فراواني اين ويروس در  پارافينه پستان  بافت  ) و در  ١مورد (%  ١هاي 
  باشد.) مي١٥مورد (% ١٨هاي خون افراد مونث نمونه

هاي خون بيشتر از بافت پارافينه پستان مشاهده  در نمونه  Taxدر اين مطالعه، شناسايي ژن    نتيجه گيري:
ها توصيفي بوده و ضرورت انجام مطالعات آينده با حجم  شد، اما اين اختلاف از نظر آماري معنادار نبود. يافته

  دهند.نمونه بالاتر را نشان مي

زنجيره:  يدي كلي  هاواژه واكنش  لوكمياي گاوي، سرطان پستان،  آشيانهويروس  پليمراز  ژن  اياي   ،Tax ،
بافت خون 
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 دباغي و حاجي رضايي│مجله علمي بيماريهاي پستان ايران  ١٠
 

١٩)٢:(٤-١٧  

  مقدمه
و خارج    Cيك انكوويروس تيپ    ١) BLVويروس لكوزگاوي (

رتروويروس  دلتا  جنس  در  كه  است  خانواده  سلولي  از  ها 
رتروويريده قرار دارد و توالي ژنومي آن به صورت كامل در  

  ). ١گاو تعريف شده است (
هاي هدف اوليه ويروس لوكوز گاو  از سلول  Bهاي  لنفوسيت 

توانند توسط نيز مي  Tهاي  رود، هر چند سلولبه شمار مي
شود  اين ويروس آلوده گردند. در واقع اين ويروس باعث مي

در مورد سنتز اينترلوكين و يا پاسخ به    Tهايكه لنفوسيت 
پژوهش برخي  شوند.  نقص  دچار  گزارش اينترلوكين  ها 

ويروس ميكرده اين  به  آلودگي  در اند كه  اختلال  با  تواند 
 عملكرد ايمني همراه باشد. 

ويروس دلتا  ساير  و  ويروس  اين  ديگر  ژنوم  با  حدي  تا  ها 
ژنرتروويروس  بر  علاوه  و  بوده  متفاوت  رمزگذار ها  هاي 

هاي مربوط به رمزگشايي  ، داراي ژن ساختاري  هايپروتئين
باشند كه در روند ايجاد تومور  هاي تنظيمي نيز ميپروتئين

  ). ١،٢ها دخالت دارند(توسط اين ويروس
شود.  اين ويروس باعث لوسمي در گوشت و لبنيات گاو مي

معمولي   ژنوم  مناطق  داراي  گاوي  لوكمياي  ويروس 
شامل   منطقه   LTR  ،Gag  ،Polرترووايرال  (پليمراز، 

كپي   يك  كه  معكوس،  ژنوم  DNAرونويسي   RNA  از 
  است.  Envويروس لوكمياي گاوي را توليد مي كند) و

هاي آنكوژنيك، دلتا  با اين حال، برخلاف ديگر رتروويروس
(منطقه   Taxها يك منطقه اضافي دارند به نام  رتروويروس 

هاي نظارتي است و  )، كه داراي فعاليتxرونوشت فعال ژن 
ميسلول  آنكوژنيك  تغييرات  مستعد  را  ميزبان  كند.  هاي 
Tax    با مهار تعميرDNA  هاي كنترل  و اختلال در مكانيسم

مي ميزبان  سلول  بدخيم  تغيير  باعث  سلولي  شود.  رشد 
يابد  گاوهاي آلوده توسعه مي  ٥لوسمي باليني در كمتر از %

هاي آلوده به ويروس لوكمياي گاوي  با اين حال، لنفوسيت 
  شوند در خون و شير گاوهاي آلوده تحت باليني يافت مي

)٣.(  
گله گاو آلوده به ويروس لوكمياي گاوي در سراسر جهان  

درصد از    ٣٨شوند. در ايالات متحده آمريكا، حدود  يافت مي
  ١٠٠هاي لبني و  درصد از تمام گله  ٨٤هاي گوشت گاو،  گله

 
1 Bovine leukemia virus 
2 Zur Hausen 
3 De Villier 

از گله لبنياتي در مقياس بزرگ آلوده  درصد  هاي عمليات 
هاي آلوده به اين ). ويروس لوسمي گاو و سلول ٤(  هستند

 ويروس در كلستروم و شير اغلب گاوهاي آلوده وجود دارد 
)١،٣  .(  

را  انسان  به  گاو  از  ويروس  انتقال  احتمال  محققان  برخي 
كرده نيست.  مطرح  قطعي  هنوز  موجود  شواهد  اما  اند، 

همبستگي جغرافيايي قابل توجهي بين مرگ و مير ناشي از 
سرطان پستان و مصرف گوشت و شير گاو وجود دارد. زور 

ارتباط بين مصرف گوشت و شير گاو و    ٣د ويلير  ٢هاوسن 
  ). ٥( اندشيوع سرطان پستان را نشان داده

اي  اي كه در ايالت ميناس گرايس برزيل، منطقهدر مطالعه
هاي لبني خام، انجام  با الگوي مصرف سنتي شير و فرآورده

لوكمياي گاوي ويروس  از  %٩/٩٥در   (BLV) شد، وجود 
از افراد  %٥٩بيماران مبتلا به سرطان پستان در مقايسه با  

  ). ٦(  شد سالم (گروه كنترل) شناسايي 
گاو،   بين  كه  است  داده  نشان  ژنتيكي  بررسي  همچنين، 

گونه غذايي،  محصولات  و  شباهت   BLV هايانسان  با 
به  حيوان  از  بالقوه  انتقال  «مسير  كه  دارد  وجود  ژنتيكي 

  ). ٧( كندانسان از طريق مواد غذايي» را تقويت مي
داده نشان  كه  مطالعات  سلولمي  BLVاند  در  هاي  تواند 

باقي  اپي پايدار  به شكل  ادغام شود و  انسان  پستاني  تليال 
تواند  دهد. اين پايداري ميبماند، مشابه آنچه در گاو رخ مي

).  ٨ها طول بكشد تا به تغييرات سرطاني منجر شود (دهه
طور  امروزه مشخص شده است كه علت سرطان پستان به

ت تحت  توجهي  دارد. أ قابل  قرار  محيطي  عوامل  ثير 
شود  هايي گفته ميهاي مرتبط با ويروس به سرطانسرطان 

سلول  بدخيم  تحول  به  منجر  ويروسي  عفونت  هاي  كه 
ميآلوده ميزبان  ويروسي  انسانيشود.  پاپيلوماي    هاي 

)HPV (٤) موش  پستان  تومور  ويروس   ،MMTV (و    ٥
هاي اوليهِ منتخب جز ويروس  ٦) EBVبار (-ويروس اپشتين

هستند انسان  پستان  سرطان  فاكتور  عنوان  البته ٩(  به   .(
جديداً بعضي از تحقيقات اپيدميولوژيكي گزارش كردند كه  

  ). ١٠( زا استويروس لوكمياي گاوي نيز در انسان بيماري
ويروس  بافت BLV وجود  برخي  در  در  انساني  هاي 

دهنده پتانسيل خطر ابتلا به بيماري و مطالعات اخير، نشان

4 Human Papilloma Virus 
5 Mouse Mammary Tumor Virus 
6 Epstein-Barr Virus 
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  ... هايويروس لوكمياي گاوي در نمونه Taxبررسي فراواني ژن   ١١
. ..   

١٩)٢:(٤-١٧  

    ).١١( قابليت تكثير اين ويروس در بدن انسان است
ژن آنكه  وجود  (مانند  با  ساختاري  برخي   )Gagهاي  در 

هاي داخلي به عنوان شاخص حضور ويروس بررسي پژوهش
اما ژنشده به دليل ماهيت كاملاً متفاوت خود،   Tax اند، 

هاي  برخلاف ژن   Taxداراي اهميت انكوژنيك بالاتري است.
ساختار     Envو   Gagساختاري ايجاد  مسئول  صرفاً  كه 

تنظيمي ژن  يك  هستند،  غيرساختاري  ويروس  كاملاً  و 
هاي انكوژنيك ويروس است. اين ژن مسئول اصلي فعاليت

هاي  و اختلال در مكانيسم DNA است، زيرا با مهار ترميم
مستعد  را  ميزبان  سلول  مستقيماً  سلولي،  رشد  كنترل 

رغم اهميت اين ژن در  ). علي٣،٨كند (تغييرات بدخيم مي
زايي آن در انسان،  و پتانسيل بيماري  ايجاد لوسمي در گاو 

پژوهش در در  آن  فراواني  توصيف  به  كمتر  داخلي  هاي 
 .هاي بافت پارافينه پستان و خون پرداخته شده استنمونه 

بنابراين، هدف از اين پژوهش، تعيين فراواني و توزيع ژن 
Tax   ويروس BLV  هاي بافت پارافينه پستان و  در نمونه

خون بيماران مبتلا به سرطان پستان و افراد سالم است تا  
با پر كردن اين خلأ علمي، اطلاعات پايه ارزشمندي را براي 

روشتوسعه  حساسي  و  زودهنگام  تشخيص  و  هاي  تر 
استراتژي  شناسايي  طراحي  براي  سريعتر  غربالگري  هاي 

  .افراد آلوده و پيشگيري از پيشرفت سرطان پستان ارائه دهد
 

  هامواد و روش 
در اين پژوهش، جهت بررسي وجود ويروس لوسمي گاوي  

نمونه بافت    ١٠٠هاي انساني در استان كرمان از  در نمونه

نمونه از افراد مبتلا به سرطان    ٥٠پارافينه پستان تصادفي(
و   همچنين  ٥٠پستان  و  كنترل)   DNAنمونه  ١٢٠نمونه 

) تصادفي  به    ٦٠استخراج شده خون  مبتلا  افراد  از  نمونه 
نمونه كنترل) استفاده شد. اين پژوهش    ٦٠سرطان پستان و  
  "IR.IAU.KERMAN.REC.1400.015"داراي كد اخلاق  

باشد و براساس قوانين كميته اخلاق صورت گرفته است. مي
ميلي    ٥٠هاي بافت پارافينه پستان (در اين پژوهش از نمونه

بيمارستان گرم) بافتِ  بانك  در  موجود  و  ،  پور  افضلي  هاي 
شهر كرمان و همچنين از نمونه خون افراد مونث كه  باهنر  

سال بودند و به صورت كاملا   ٨٠الي  ١٨داراي طيف سني 
تصادفي و بدون مشخص بودن درجه بيماري استفاده شد.  

از بافت پارافينه پستان، از كيت آزما    DNAجهت استخراج  
) استفاده گرديد.  Cat. No. AEPTDX-1003اكسير پژوه(

استخراج شده   DNAسپس جهت بررسي كيفيت و كميت  
  از روش الكتروفورز ژل آگارز و نانودراپ استفاده شد. 

ويروس لوكمياي گاوي در   Tax جهت شناسايي وجود ژن
پرايمرها نمونه  توالي  خون،  و  پستان  پارافينه  بافت  هاي 

برنامه   از    ٦.٥.٥٢سخهن  Gene Runnerتوسط  و  طراحي 
نرم در  ترموديناميكي    وGene Runner   افزارهايلحاظ 

Oligo analyzer د.بررسي شدن   
هاي انساني  استخراج شده از نمونه DNA به منظور تأييد

اختصاصي ژن پرايمرهاي  انساني موجود در  GAPDH از 
خانه ژن  يك  كه  ميمقالات  شد دار  استفاده  ).  ١٢(  باشد 

پرايمرها جهت سنتز به شركت سيناكلون فرستاده شدند.  
  .آورده شده است ١اطلاعات مربوط به پرايمرها در جدول

 
 هاي مورد استفادهتوالي پرايمر  :١جدول 

Table 1 : Sequence of primers used 

Number Template name Sequence(5`-3`) Temperature Mer Product 
size 

1 Outer Forward Tax AAGGATCGACACCACGCTCAC 61/78 21 
732bp 

2 Outer Reverse Tax CTAGCAACCAATTCGGACCAGG 62/12 22 

3 Inner Forward Tax CGACGACTCTGGATCAACTGCC 63/98 22 
544bp 

4 Inner Reverse Tax GGCTGGACCATACGTGTAACCG 63/98 22 

5 Forward GAPDH GCTCGGTGCCTTTAGTGATGG 61/78 21 
255bp 

6 Reverse GAPDH CGATCCTGAGACTTCCACACTG 62/12 22 
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 دباغي و حاجي رضايي│مجله علمي بيماريهاي پستان ايران  ١٢
 

١٩)٢:(٤-١٧  

پليمراز  از آنجا كه تكنيك آزمايشگاهي واكنش زنجيره اي 
داراي دقت بالا، هزينه كمتر و  (Nested-PCR) ايآشيانه

ها است، براي سادگي اجراي بيشتر نسبت به ساير تكنيك 
انتخاب شد از دو    .اين پژوهش  آزمايشگاهي  اين روش  در 

شود و جفت دوم  جفت پرايمر بيروني و دروني استفاده مي
  گيرد. درون جفت اول جاي مي

به عنوان نمونه كنترل مثبت براي ويروس لوكمياي گاوي،  
DNA    آزمايشگاه از  اين ويروس كه  به  آلوده  از خون گاو 

بود،   شده  تهيه  البرز  سلامت  آتيه  تأمين  بنيان  دانش 
از  مرحله  هر  در  شد.  براي Nested-PCR  استخراج   ،

از  كاذب،  مثبت  نتايج  حذف  و  نتايج  صحت  از    اطمينان 
  

نوكلئازكنترل  از  عاري  مولكولي  آب  شامل  منفي   هاي 

(NTC)    نمونه طور   انساني DNA و  به  كه  (خون/بافت) 
بود، استفاده شد. همچنين، خون گاو     Taxقطعي فاقد ژن
ويروس منفي به  صرفاً BLV فاقد  كنترل  يك    عنوان 

هاي متقاطع احتمالي با  رد واكنش  اختصاصي گونه و براي
 .به كار گرفته شد،  ي هدف در يك محيط كنترل شدهگونه

درصد   ٥/١، با استفاده از ژل آگارز  PCRبررسي محصولات  
واكنش جهت  استفاده  مورد  حجم  و  مواد  شد.  هاي  انجام 

زنجيره واكنش  داخلي  و  آشيانه بيروني  پليمراز  و    ٧اياي 
ژن انساني در جدول   ٨اي پليمرازهمچنين واكنش زنجيره

  نشان داده شده است.  ٢

اي و همچنين  اي پليمراز آشيانه هاي بيروني و داخلي واكنش زنجيره مواد و حجم مورد استفاده جهت واكنش  :٢جدول 
  اي پليمراز واكنش زنجيره 

Table 2: Materials and volumes used for the outer and inner reactions of the nested polymerase chain 
reaction as well as the polymerase chain reaction 

Volume in the internal 
reaction 

volume in the external reaction and 
polymerase chain reaction 

Volume in the external reaction and 
polymerase chain reaction 

12/5 µl 12/5 µl Mater mix 
1µl 1µl Primer Forward 
1 µl 1 µl Primer Reverse 
10 µl 9 µl DNAse & RNAse-free water 

- 1/5 µl DNA Template 
0/5 µl - External reaction PCR product 
25 µl 25 µl Total Volume 

  
اي اي پليمراز آشيانهبرنامه دمايي و زماني در واكنش زنجيره 

انجام    ٣اي پليمراز ژن انساني مطابق جدولو واكنش زنجيره
از   شد. استفاده  با  آمده  دست  به  نتايج  براي  آماري  آناليز 

  p-valueو آزمون دقيق فيشر انجام شد و    SPSSافزار  نرم
  محاسبه گرديد. 

  
 اي پليمراز ژن انساني اي و واكنش زنجيرهبرنامه دمايي و زماني در واكنش زنجيره اي پليمراز آشيانه: ٣جدول 

Table 3: temperature and time schedules in nested PCR and human gene PCR 

  
  

 
7 Nested-PCR 8 PCR 

Final extension Extension Annealing Subsequent 
denaturation 

Initial 
denaturation 

- Gene 

72°C 5min 
1X 
 
72°C 5min 
1X 

72°C 1min 
35X 
 
72°C 50sec 
30X 

61/7°C 1min 
35X 
 
62°C 1min 
30X 

95°C 1min 
35X 
 
95°C 1min 
30X 

95°C 3 min 
1X 
 
95°C 3min 
1X 

Outer 
 
 
Inner 

Tax 

72°C 7min 
1X 

72°C 1min 
35X 

64°C 1min 
35X 

94°C 1min 
35X 

94°C 8min 
1X 

- GAPDH 
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  ... هايويروس لوكمياي گاوي در نمونه Taxبررسي فراواني ژن   ١٣
. ..   

١٩)٢:(٤-١٧  

  هايافته 
هاي استخراج شده از بافت پارافينه  DNA كيفيت و كميت

شد   بررسي  نانودراپ  و  آگارز  ژل  توسط  خون  و  پستان 
نوري ونمونه  جذب  نسبت  و  مناسب  باند  داراي  هاي 

٢٦٠OD   ٢٨٠بهOD  داشتند براي ادامه  ٢تا  ٨/١در بازه
  .كار انتخاب شدند

زنجيره واكنش  انجام  از  آشيانهبعد  پليمراز  براي  اي  اي 
هاي بافت پارافينه پستان و خون، محصولات بر روي نمونه 

براي   ٥٤٤  bpهايي كه باند  ران شدند. نمونه  ٥/١ژل آگارز %
نمونه    Taxژن عنوان  به  ژن Taxداشتند  براي  (مثبت   +

Tax ( شكل) ١شناخته شدند .(  

  

 
،  kb٣: لدر ٣)، ستون GAPDH  )bp٢٥٥: ژن ٢: كنترل منفي، ستون ١ها. ستون در برخي از نمونه  Tax: تكثير ژن ١شكل 

  : كنترل منفي ٨)، ستون bp٥٤٤: نمونه مثبت ( ٧- ٥)، ستونbp٥٤٤: كنترل مثبت ( ٤ستون 
Fig. 1: Tax gene amplification in some samples. Column 1: Negative control, Column 2: GAPDH gene 

(bp255), Column 3: 3kp ladder, Column 4: Positive control (544bp), Columns 5-7: Positive sample 
(544bp), Column 8: Negative control 

  
 )%١نمونه بافت پارافينه پستان (  ١٠٠مورد از   ١در مجموع،  

ويروس     Taxبه ژن  )%١٥نمونه خون (  ١٢٠مورد از   ١٨و  
در   فراواني  توزيع  جزئيات  بودند.  آلوده  گاوي  لوكمياي 

 .ارائه شده است  ٤هاي بيمار و سالم (كنترل) در جدول  گروه

  
 توزيع نمونه هاي سالم و آلوده به ويروس لوكمياي گاوي در نمونه هاي بافت پارافينه پستان و نمونه هاي خون  :٤جدول 

Table 4: Distribution of healthy and infected bovine leukemia virus samples in paraffin-embedded breast 
tissue samples and blood samples 

Sample type/sample status sample 
Tax+ 

sample 
Tax- 

Total Total of each type of 
sample 

Blood from people with breast cancer 7 53 60 %)15 (18 

Blood of healthy people 11 49 60 
Paraffin-embedded tissue from people with breast cancer 1 49 50 )1 (%1  

Paraffin tissue of healthy individuals 0 50 50 
Total 19 201 220  

  
ژن   فراواني  تفاوت  داد كه  نشان  آماري  بين  Taxمقايسه 

  هاي سالم، معنادار نبودهاي آلوده به ويروس و نمونهنمونه 
)٠٥٧/٠=P(  جدول)پژوهش  ).  ٥ اين  وجود،  اين  با 

نمونه نشان توجه  قابل  برتري  به دهنده  نسبت  خون  هاي 

بافت پارافينه پستان در كارايي رديابي اين ويروس در انسان  
اين يافته، مي عنوان يك توصيه متدولوژيك تواند بهاست. 

  .در مطالعات آتي مورد توجه قرار گيرد
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 دباغي و حاجي رضايي│مجله علمي بيماريهاي پستان ايران  ١٤
 

١٩)٢:(٤-١٧  

 هاي سالم هاي آلوده به ويروس و نمونه هاي آماري بين نمونه: داده٥جدول 

Table 5: Statistical data between virus-infected and healthy samples 
Sample type Positive Negative Odds Ratio (95% CI) P-value (Fisher’s exact test) 

Paraffin-embedded breast 
tissue (reference) 

1(1%) 99(99%) (Reference)1.00 _ 

Blood 18(15%) 102(85%) (0.0436-0.0075) 0.057 0.057 

  بحث
ها با بروز سرطان در انسان ارتباط دارند  بسياري از ويروس

برآورد مي از كل سرطان  ١٢شود حدود  و  منشأ  درصد  ها 
) باشند  داشته  ويروس١٣ويروسي  نقش  احتمال  در  ).  ها 

به عنوان    MMTVايجاد سرطان پستان با كشف ويروس  
شد( شروع  موش  پستان  سرطان  ايجادكننده  ). ١٤عامل 

انساني  نقش ويروس پاپيلوماي  از جمله ويروس  هاي ديگر 
(HPV)  )بار (-) و ويروس اپشتين١٥EBV) (هم  ١٦،١٧ (

جديدترين   از  يكي  است.  شده  كشف  پستان  سرطان  در 
با سرطان پستان مطرح شده،  ويروس ارتباط آن  هايي كه 

گاوي لوكمياي  مطالعات  ١٨(  است (BLV) ويروس   .(
)، كلمبيا  ٢٠)، استراليا (١٩(  متعددي در كشورهاي آمريكا

) در رابطه با ٢٤) و پاكستان (٢٣)، چين (٢٢)، برزيل (٢١(
اين   سرطاننقش  ايجاد  در  در    ويروس  شد.  انجام  پستان 

پستان   بافت  در  ويروس  اين  حضور  مطالعات  اين  تمامي 
سال   در  تنها  نيز  ايران  در  است.  گرديده    ٢٠١٩گزارش 

بروي مطالعه قم  استان  در  همكاران  و  خليليان  توسط  اي 
نمونه خون و بافت پارافينه پستان انجام شد كه وجود    ٣٧٢

اي اين ويروس (بدون بررسي مقايسه  Gagو  Taxهاي  ژن 
 ميان نوع نمونه و ژن مؤثرتر براي مطالعات آينده) با روش

Nested-PCR   گرديد سال  ١٢(   تأييد  در  همچنين   .(
اي توسط دباغي و همكاران به منظور رديابي  مطالعه  ٢٠٢٣

هاي خون و بافت پارافينه پستان انجام  در نمونه   Gagژن  
نمونه   نيز،  آن  در  كه  بهشد  مناسب خون  نمونه  تر  عنوان 

  Tax). استفاده از ژن  ٢٥(   پيشنهاد شد  BLV جهت رديابي
جهت بررسي حضور ويروس لوكمياي گاوي در مبتلايان به  
در  است.  گزارش شده  مختلف  مقالات  در  پستان  سرطان 

  Taxگذشته مطالعات متعددي به منظور بررسي وجود ژن 
هاي بافت پارافينه پستان انجام گرفته است كه از  در نمونه
آن  ميجمله  بوهرينگها  تحقيق  به  در   ١توان  همكاران  و 

)،  ٢٧(٢٠١٧)،  ٢٦(٢٠١٥  )، ١١(٢٠١٤  )،١٨(٢٠٠٧  هايسال

 
1 Buehring 
2 Mesa 

مسا  سال    ٢مطالعه  در  همكاران  كلمبيا(  ٢٠١٣و  )،  ٢١در 
،  )٢٣(  ٢٠١٦و همكاران در چين و در سال    ٣تحقيق ژانگ 

)، بالتزل  ٢٠در استراليا(  ٢٠١٧لاوسون و همكاران در سال  
سال   در  همكاران  آمريكا(٢٠١٨و  در  و  ١٩و  شوينگل   ،(

)، دلارملينا و  ٢٢در جنوب برزيل(  ٢٠١٩همكاران در سال  
سال   در  برزيل(  ٢٠٢٠همكاران  و ٢٨در  خان  زنيب  و   (
  ) اشاره كرد. ٢٤و در پاكستان( ٢٠٢٢همكاران در سال 

در زمينه ارتباط ويروس لوكمياي گاوي و نمونه خون انسان 
مطالعات كمتري نسبت به بافت انجام شده است كه از آن 

  ٢٠٠٣جمله ميتوان به تحقيق بوهرينگ و همكاران در سال
 پذير باهاي ايزوتايپ واكنشبادياشاره كرد كه در آن آنتي

BLV    ٢٥٧نمونه مثبت از    ١٩١هاي خون ( از نمونه  ٧٤%در  
محقق در سال١٠(  مورد) شناسايي شدند اين  با   ٢٠١٩). 

روش از   Sanger DNAو  Liquid PCRهاي  استفاده 

sequencing  %در گاوي  لوكمياي  ويروس  به    ٣٨آلودگي 
(نمونه  انسان  خون  از    ٣٣هاي  مثبت  نمونه)    ٩٥نمونه 

گزارش كرد. نتايج اين تحقيق با اغلب مطالعات پيشين كه 
اند  استفاده كرده BLV شناسايي ويروس براي    Taxاز ژن  

) مغايرت دارد. در تحقيقات مختلفي از  ٢٧،  ٢٦،  ١٨،  ١١(
پژوهش (جمله  همكاران  و  بوهرينگ  ،  ٢٠١٤،  ٢٠٠٧هاي 

٢٠١٧،  ٢٠١٥) مسِا   ،(٢٠١٣) ژانگ  كلمبيا)،   ،٢٠١٦  ،
، آمريكا)،  ٢٠١٨، استراليا)، بالتزل (٢٠١٧چين)، لاوسون (

، پاكستان)،  ٢٠٢٢، برزيل) و زينب خان (٢٠١٩شوينگل (
به سرطان  Tax حضور ژن بيماران مبتلا  بافت پستان  در 

مطالعه حاضر،   در  اين حال،  با  است.  پستان گزارش شده 
نمونه در  ويروس  به  بهآلودگي  خوني  از هاي  بيشتر  مراتب 

هاي بافتي مشاهده گرديد كه برخلاف تمركز بيشتر نمونه 
 .)٢٨، ٢٤، ٢٢( تي استهاي بافمطالعات پيشين بر نمونه

تواند ناشي از عوامل مختلفي  تفاوت در نتايج مطالعات مي
نمونه  روش  در  تفاوت  جمله  كيفيتاز   DNA گيري، 

بافتاستخراج  از  مورد شده  پرايمرهاي  نوع  پارافينه،  هاي 

3 Zhang 
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هاي  استفاده، شرايط اپيدميولوژيك منطقه، و حتي ويژگي
ژنتيكي جمعيت مورد مطالعه باشد. از سوي ديگر، احتمال 

هاي خوني به حالت نهفته در سلول BLV رود ويروسمي
ها از جمله  باقي بماند و از طريق جريان خون به ساير بافت

بافت پستان منتقل شود، موضوعي كه در برخي از مطالعات  
  .)٢٩، ١٠( قبلي نيز مورد اشاره قرار گرفته است

كنندگان، احتمال ي سني شركتهمچنين با توجه به دامنه 
در ويروس  ژنوم  كه   DNA نهفتگي  دارد  وجود  انساني 

سال آينده    ٢٠تا   ١٠تواند خطر بروز سرطان پستان را در  مي
بروز    .افزايش دهد ارتباط آن با خطر  ارزيابي  اين حال،  با 

سرطان پستان نيازمند مطالعات آينده با طراحي تحليلي و  
  هاي طولي است.داده

نمونه پژوهش،  اين  بيمارستاندر  از  شهيد  ها  دولتي  هاي 
افضلي و  جمعباهنر  پذيراي  پوركرمان  كه  شدند  آوري 
هاي مختلف جمعيتي هستند. اگرچه برخي  بيماران از گروه 

مانند  پژوهش زندگي،  سبك  عوامل  احتمالي  نقش  به  ها 
فرآورده اشاره  مصرف  ويروس  انتقال  در  خام،  لبني  هاي 

هاي اين مطالعه براي بررسي چنين ارتباطي اند، دادهكرده
نيازمند   باره  اين  در  استنباط  هرگونه  و  نيست  كافي 

  شده اختصاصي است.هاي طراحيپژوهش
مقدار ژن     P-Valueگرچه  فراواني  مقايسه   Taxبراي 

گروه BLV ويروس (بهدر  شاهد  و  مورد  در  هاي  ويژه 
دهنده  گزارش شد، كه نشان  ٠٥٧/٠هاي خون) برابر با  نمونه 

آماري روند  يا  تمايل  گروه    يك  دو  بين  اختلاف  به سمت 
، (α= 0.05) ي سنتي معنادارياست، اما بر اساس آستانه

اين اختلاف معنادار آماري تفسير نشد. ما اذعان داريم كه 
مرزي  مقدار  معناداري     P-Valueاين  به  دستيابي  عدم  و 

به آماريكامل،  آزمون  ناكافي  قدرت  تأثير  تحت   شدت 

(Low Statistical Power)     ،قرار دارد. اين كاهش قدرت
به نتيجه  مثبت  موارد  نامتعادل  توزيع  مستقيم  در ي  ويژه 
از    ١بافتي است (فقط  هاي  نمونه  نمونه   ١٠٠مورد مثبت 

بافتي) كه مانع از تشخيص يك اختلاف واقعي (در صورت 
، تفسير ) α=0.05گردد. بنابراين، در چارچوب (وجود) مي

محافظه  رويكرد  يك  معناداري  ميعدم  تلقي  شود.  كارانه 
تر و با قدرت آماري كافي، انجام مطالعات  براي ارزيابي دقيق

هاي خون (به  تر و تمركز بر نمونه آينده با حجم نمونه بزرگ
دليل فراواني بالاتر) ضروري است تا وضعيت معناداري اين  

  .تمايل به درستي ارزيابي گردد

ي معناداري آماري اختلاف فراواني  گيري بر پايهاين نتيجه 
برابري در كارايي رديابي    ١٥نيست، بلكه بر اساس برتري  

براي  آن  عملياتي  و  متدولوژيك  مزاياي  و  خون  نمونه  در 
  .هاي بزرگ مقياس آتي استوار استغربالگري

محدوديت از  محدوديتيكي  مطالعه،  اين  اصلي  هاي  هاي 
شده از سوي كميته اخلاق پژوهش بود كه بر اساس  تعيين

يا   شخصي  اطلاعات  به  دسترسي  به  مجاز  پژوهشگر  آن، 
مرحله  سلامت،  وضعيت  سن،  جمله  از  بيماران،  باليني 

هاي بافت  هاي تومور، نبود. از آنجا كه نمونهبيماري يا ويژگي
بيمارستان پاتولوژي  بخش  آرشيو  از  دولتي  پارافينه  هاي 

براي  بيماران  همان  با  تماس  امكان  بودند،  شده  تهيه 
 .هاي خوني متناظر وجود نداشتآوري نمونه جمع 

نمونه انجام  اجازه  پژوهش  اين  طراحي  نتيجه،  گيري در 
كرد. با اين حال،  زوجي يا همسان از يك فرد را فراهم نمي

تر براي هدف اصلي تحقيق حاضر تعيين نوع نمونه مناسب
ژن گاوي Tax رديابي  لوكمياي  در   (BLV) ويروس 

بررسي هم انجام  اساس،  بر همين  بود.  زمان  مطالعات آتي 
هاي بافت و خون از يك بيمار، در چارچوب ويروس در نمونه 

  .اهداف اين مطالعه ضرورت نداشت
ها از نظر سن  سازي گروهلذا، با اذعان به اينكه عدم همسان

هاي اصلي  شناختي يكي از محدوديتهاي جمعيتو ويژگي
شود كه دستيابي به  پژوهش توصيفي حاضر بود، تأكيد مي

طراحيهمسان نيازمند  كامل  قويسازي  تحليلي  تر هاي 
(مانند مطالعات موردشاهدي يا كوهورت) در آينده است و  
روش  كارايي  مقايسه  منظور  به  صرفاً  كنوني  نتايج 

 .اندگيري و تعيين فراواني اوليه ارائه شدهنمونه 

 

  گيري نتيجه
ژن  يافته حضور  كه  داد  نشان  مطالعه  اين  در    Taxهاي 
اي هاي خون و بافت پستان تفاوت فراواني قابل توجهنمونه 

دارد، هرچند اين اختلاف از نظر آماري معنادار نبود. با توجه 
شود در  گيري خون، پيشنهاد ميبه غيرتهاجمي بودن نمونه

وسيع اپيدميولوژيك  ويروس  مطالعات  رديابي  براي  تر 
BLVنمونه نوع  اين  از  با  ،  استفاده شود. همچنين،  گيري 

نقش   و  ميزبان  در  ويروس  ژنوم  نهفتگي  احتمال  به  توجه 
مدت، انجام مطالعات طولي  بالقوه آن در تومورزايي طولاني

)Longitudinal  براي بررسي ارتباط قطعي اين ويروس با (
ين  ريسك ابتلا به سرطان پستان در آينده ضرورت دارد. ا

هايي با  اي براي انجام پژوهشعنوان مقدمهتواند بهنتايج مي
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هاي  جامع آماري بالاتر و طولي به منظور طراحي سيستم 
گروه براي  مولكولي  مورد غربالگري  خطر  معرض  در  هاي 

  استفاده قرار گيرد.
  

 تعارض منافع
نمايند كه هيچگونه تضاد منافعي در  نويسندگان تصريح مي

  خصوص پژوهش حاضر وجود ندارد.
  

  سپاسگزاري 
بيمارستان  پاتولوژي  زحمتكش  پرسنل  از  وسيله  بدين 

در  افضلي را  ما  كه  كرمان  شهر  باهنر  همچنين  و  پور 
نمونه جمع  نمودند  آوري  ياري  پستان  پارافينه  بافت  هاي 

  شود. نهايت تشكر و قدرداني مي
مي لازم  جملههمچنين  در  كه  كنم  اشاره  و  دانم  بندي 

 Microsoftهايي از متن، از هوش مصنوعي نگارش بخش

Copilot    بهره گرفته شده است كه نقش مؤثري در بهبود
  كيفيت نگارش داشته است.
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